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^ Expressionsprodukte des menschilchen Papillomvirus Typ 18, fur diese Proteine spezifische 
~ Antikorper und diese Antikdrper bzw. entsprechende DNA enthaltende Diagnostika. 

0 Durch die teilweise Charaktensierung des Genoms und der cDNA von HPV18 konnen mit gentechnoiogi- 
scher Expression der offenen Leseraster die HPV18 Proteine erhalten werden. Die besonders geeigneten 
Eypressionsplasmide pEX8-mer. pEX10-mer und pEX-12-mer erlauben die Isolierung dieser HPV18-Proteme in 
Mengen. die die Gewinnung von poly-oder monoklonalen Antikorpern ermoglicht. 
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Expressionsprodukte des menschlichen Papiliomvirus Typ 18, fUr diese Proteine spezifische An- 
tikorper und diese Antikorper bzw. entsprechende DNA enthaltende Diagnostika 



10 



Dtirst et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983) 3813 -3815 beschreiben einen neuen Typ von men- 
schlichen Papillomviren (HPV), den sie als HPV16 bezeichnen. Die DNA-Sequenz und die Genom- 
Organisation dieses Virus sind in Seedorf et al., Virology 145 (1985) 181 - 185 wiedergegeben. In Boshart 
et al., EMBO J. 3 (1984) 1151 -1157 ist ein weiterer neuer humaner Papillomvirus-Typ beschrieben, der als 
HPV18 definiert wird. In dieser Literaturstelle wird auch auf die Ahnlichkeit von HPV16 und HPV18 
verwiesen, insbesondere auf die Tatsache, da/3 beide mit malignen genitalen Tumoren verbunden sind. Die 
Genomgrofle ist mit etwa 7,9 kb in der gleichen Grofienordnung und die Genom-Organisation ist gleich. 

Papillomviren lassen sich nicht in Kultur vermehren. Die Verwendung der HPV18-DNA als Diagnostikum 
sowie die Gewinnung der Expressionsprodukte, deren Verwendung als Antigene. die Isolierung von 
Antikorpern und die Herstellung entsprechender Diagnostika setzt somit gentechnische Verfahren voraus. 

Der Erfindung liegt die teilweise Charakterisierung des Genoms und der cDNA von HPV18 zugrunde. 
Hierdurch wird ein Zugang zur Friihdiagnose von Genitaltumoren eroffnet, die mit HPV18 assoziiert sind. 

Die Erfindung ist in den Patentanspruchen definiert. Weitere Ausgestaltungen der Erfindung sind im 
folgenden naher beschrieben. 

Die DNA-Sequenz I zeigt die ersten 1720 bp von HPV18. Die Expressionsprodukte E6, E7 und E1 sind 
entsprechend markiert. Die Leseraster sind jeweils am rechten Rand angegeben. Eckige Klammern geben 
die Position von "splice donor" und "splice acceptor sites" an. 

Durch teilweises Sequenzieren eines 2,7 kb Xba l-Fragmentes und Homologievergleich zu HPV16 
konnte die in der folgenden Tabelle wiedergegebene Nuklein-und Aminosauresequenz vom offenen Lesera- 
26 ster L1 des HPV18-Genoms ermittelt werden. Die Homologien zu HPV16 liegen zwischen den Positionen 
5754 und 5871 der DNA-Sequenz von HPV16. 
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Tabelle 1 



5er Arg Leu Leu Thr Val Gly Asn Pro Tyr Phe Arg Val 

HPV 13 TCT AGA TTA TTA ACT GTT GGT AAT OCA TAT TTT AGG GTT 

30 HPV 16 TCC AGA CTA GTT 'XA GTT GGA CAT CCC TAT TTT CCT ATT 

Ser Ar£ Leu Leu Ala Val Gly His Pro Tyr Phe Pro lie 



35 


Pro 


Ala 


Sly 


21z 


Cly 
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Lys 


Tin 


Asp 


lie 


Pro 


Lys 


Val 


Ser 


Alq 




j j - 


tca 


TTT 


GTT 


TTC 


AAT 


AAT 


CAT 


GAT 




CCT 


AAT 
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•TTA 




AAA 


AAA 
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AAC 
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AAC 


AAA 


ATA 


TTA 


TTT 


CCT 


AAA 
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TTA 
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40 


Lys 


Lys 


Pro 
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Asn 


Asn 


las. 


lie 
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Val 
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Val 


Ser 


Tly 




Tyr 


Tin 
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TTT 


CAT 


TTA 












45 


Ti»n » 
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ATA 
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In Kenntnis dieser DNA-Sequenz kann ein Durchschnittsfachmann ohne weiteres die gesamte DNA- 
r 0 Sequenz ermitteln, die fur das Protein LI von HPV18 codiert. 
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Weiterhin ist es in Kenntnis der hier offenbarten DNA-Teilsequenzen von HPV18 sowie aufgrund der 
Tatsache. daB die Genom-Organisation mit HPV16 ubereinstimmt. gelungen, die gesamte DNA von HPV18 
aus einer geeigneten Genbank. wie sie beispielsweise von DQrst et al. und Boshart et al. beschrieben sind 
zu isolieren und zu charakterisieren. Aufler den bei Boshart et al. genannten Zellinien (HeLa. KB. C4-1) 

5 kommt auch SW 756 als Basis fur eine genomische Oder cDNA-Genbank in Betracht. Insbesondere in der 
HeLa-Zellinie ist das HPV18-Genom in hoher Kopienzahl integriert. 

Die DNA-Sequenz II zeigt die cDNA-Sequenz. die aus mRNA von HeLa-Zellen erhalten wurde im 
Bereich der offenen Leseraster E6 bzw. E6'. E7 und E1 (Anfang). Pfeile zeigen die "splice sites" an. Das 
ausgeschnittene E6-lntron. ist durch eine dilnne Linie niarkiert. Cystein-Reste sind durch Umrahmuno 

70 hervorgehoben. s 

Durch die Kenntnis der Leserastergrenzen von HPV16 und 18 konnen in an sich bekannter Weise die 
entsprechenden DNA-Sequenzen in Qblichen Expressionsystemen exprimiert und die viralen Proteine 
gewonnen werden. Besonders bewShrt haben sich Expressionsvektoren vom Typ pPLc24 (Remaut et al 
Gene 15 (1981) 81 - 93. 22 (1983) 103 - 113. Nucl. Acids Res. 11 (1983) 4677 - 4688). Durch Einfiigen 

is eines Polylinkers hinter dem MS-2-Polymeraseanteil sowie eines 8-. 10-bzw. 12-mer-EcoRI-Linkers (in die 
Smal-Stelle dieses Polylinkers) entstehen aus pPLc24 die Expressionsvektoren pEX 8-mer, pEX 10-mer und 
pEX 12-mer, die problemlos die Klonierung von Fragmenten im richtigen Leseraster erlauben. Man erhalt 
damrt Fusionsproteine aus einem MS-2-Polymeraseanteil und dem codierten viralen Protein bzw. Proteinteil 
In E. coh finden sich diese als unlosliche Fusionsproteine nach Zellaufschlufl in der Membranfraktion was 

20 die Aufarbeitung und Reinigung sehr erleichtert. Die so erhaltenen Proteine konnen unmittelbar als Antigene 
zur Immunisierung von Versuchstieren eingesetzt werden. 
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Beispiel 1: Vektorkonstruktion 

Der Expressionsvektor P PLc24 (Remaut et al.. 1981. a.a.O.) wird zunachst mit EcoRI geoffnet die 
uberstehenden Enden mit Hilfe von Klenow-Enzym aufgefllllt und die stumpfen Enden religiert. Hierdurch 
wird die EcoRI-Schnittstelle eliminiert. Der so modifizierte Vektor wird dann mit Bam HI und Hindlll geoffnet 
und in diese Stelle eine Polylinkersequenz kloniert. 

Hierzu wird das Plasmid pUC8 mit EcoRI geoffnet. die Enden aufgefiillt und em Bglll-Linker eingesetzt 
Nun wird das Bglll-Hindlll-Polylinker-Fragment herausgeschnitten. das in das modifizierte pPLc24 eingesetzt 

Der resultierende Vektor wird nun mit Smal geQffnet und in die Schnittstelle einer der drei in der 
folgenden Tabelle aufgefOhrten (stumpfendigen) Polylinker eingefugt. Man erhalt so die Expressionsvek- 
toren pEX 8-mer. pEX 10-mer und pEX 12-mer. Diese Vektoren unterscheiden sich nur dadurch da/3 die 
Polylinkerregion BamHI-Sall-Pstl-Hindlll urn jeweils eine Position im Leseraster verschoben ist. 

pEXS-mer Leu Asp Ser Gly Asp Pro Ser Ser Cys Ser Glu Ala Trp 
CTG AAT TCC GGG GAT CCG TCG ACC TGC AGC CAA OCT TOG 



pEX'O-mer Lsu Asp 3er Gly Gly Ser Val Asp Tea Glu Thr Ser L?a 
45 CTG AAT TCC GGG GGA TCC GTC GAC CTG CAG CCA AGC TTG 

r~.r?--n*T L»a Asp 3er Gly Gly Tie Ar« Ar* Pro All All Lys? 



so 



CTG AA" 1 TCC GGG GGG ATC CGT CGA 2" m 



AAG 



EcoPZ *TciT Ram 1 ?! :^1T P^tT Hir.iTTF 

Diese Vektoren codieren somit fur Fusionsproleine. bei denen zunachst die ersten 100 Ammosauren 
der MS-2-Polyrnerase vorliegen. worauf das Bruckenglied entsprechend der Polyl.nkersequenz folgt woran 
sich das gewunschte Protein - im vorliegenden Falle also ein virales Protein - anschheflt. 

Im folgenden wird beispielhaft e.n Expressionsvektor beschrieben. der oim Insertion aus cDNA enthalt 
die- fur das gespleiflte virale Protein E6' codiert: 

f 
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HPV18-positive mRNA von HeLa-Zellen wurde in cDNA uberfuhrt und mit Sl-Nuklease stumpfendig 
gemacht. Nach Ansetzen von EcoRI-Linkern und nach Schneiden mit EcoRl wurden die so erhaltenen 
Fragmente in den mit EcoRl geoffneten Phagen XNM1149 ligiert. verpackt und selektiert wie beschrieben 
(Murray, in: "Lambda IP, R.W. Hendrix et al.. eds. f Seiten 359 - 432, Cold Spring Harbor Laboratory Press. 
5 New York. 1983). Die kionierte HPV18-DNA wurde mit EcoRl reisoliert und uber Agarosegei-Eiektrophorese 
gereinigt. 

Die cDNA enthalt am N-Terminus von E6 bzw. E6* eine Schnittsteile fOr Ncol. Durch Schneiden mit 
diesem Enzym und Auffulfen der uberstehenden Enden erhalt man ein stumpfendiges DNA-Fragment. 

Der Expressionsvektor pEX 10-mer wird mit BamH! geschnitten und die Gberstehenden Enden auf- 
io gefullt. Durch Ugieren des stumpfendig gemachten cDNA-Fragments in diese aufgefullte Schnittsteile erhalt 
man einen Vektor, der fur ein Fusionsprotein codiert. in welchem auf die 100 Aminosauren von MS2 
zunachst die Aminosauren 
Leu-Asp-Ser-Gly-Gly-Ser 

und dann uber Methionin 56 Aminosauren von E6* folgen. 
75 In analoger Weise konnen weitere Expressionsvektoren konstruiert werden, die fur die anderen viralen 
Proteine codieren. 



Beispiei 2: Expression der Fusionsproteine 

20 

Kompetente Bakterien vom E. coli-Stamm 537 werden mit den Expressionsvektoren nach Beispiei 1 
transformiert. Der Stamm enthalt ein Plasmid-codiertes Repressorgen, dessen Temperatur-sensitives Gen- 
produkt bei einer Temperatur von 28°C die vom kP t -Promotor gesteuerte Expression hemmt Die negative 
Regulation wird aufgehoben, wenn die Temperatur auf 42°C angehoben wird {Remaut et aU Gene 22. 

25 a.a.O.). ZusSitzIich tragt das Piasmid das Resistenzgen fUr Ampicillin. 

Einzelkolonien transform ierter Bakterien werden zunachst bei 28 °C bis zur stationaren Phase angerei- 
chert und anschliefiend mit auf 42°C vorgewarmtem LB-Medium im Verhaltnis 1 : 4 verdunnt und bei 42°C 
weitere 3 Stunden geschuttelt. Nach Pelletierung der Bakterien und Aufnahme eines Afiquots in Lyseiosung 
konnen nach elektrophoretischer Analyse auf SDS-Polyacryiamidgelen die erwarteten Expressionsbanden 

30 identifiziert werden. Die Fusionsproteine machen bis zu 20 % des Gesamtzellproteins aus. Das Moiekular- 
gewicht der exprimierten Proteine stimmt mit dem von der Aminosauresequenz abgeleiteten Wert gut 
uberein. 



35 Beispiei 3: Reinigung der Fusionsproteine 

Die pelletierten E. coIi-Zeflen (5 I Kultur) werden in 40 ml Puffer (8 % Saccharose. 50 mM EDTA, 50 
mM Tris. pH 8. 200 ug/ml Lysozym) resuspendiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur belassen. Nach 
Zugabe von 0,1 % Tensid (©TRITON X-100. Polyoxyethylenprodukt) werden die Zellen beschallt und wie 

40 folgt weiterverarbeitet: 

Nach 15 Minuten Inkubation bei 37° C zentrifugiert man 15 Minuten bei 18000 Umdrehungen pro 
Minute. Das Pellet wird in 25 ml PBS (8 mM Na 2 HPOd. 8 mM NaH 2 PCU. 140 mM NaCI) unter Zusatz von 0,1 
% Tensid aufgenommen. beschallt. 15 Minuten bei 37°C inkubiert und wiederum 15 Minuten bei 18000 
Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wird in 25 ml 1 M Harnstoff aufgenommen, be- 

45 schalit. 15 Minuten bei 37°C inkubiert und erneut 15 Minuten bei 18000 Umdrehungen pro Minute 
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wird in 7 M Harnstoff aufgenommen. beschallt und erneut 15 Minuten bei 
18000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Der hierbei erhaltene Uberstand erhalt das bis zu 90 % 
angereicherte Fusionsprotein. 

50 

Beispiei 4: Immunisierungsschema 

Kaninchen werden mtt je 1 mg Fusionsprotein (dialysiert gegen PBS) und 1 ml Freunds komplettem 
Adjuvans immuntsiert. Die Injektion gleicher Proteinmengen in Freunds inkomplettem Adjuvans unter die 
^ Haut wird m 3-bis 4-wochigen Abstanden mindestens 3mal wiederholt. 
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Aufbereitung von Antiseren 

Der geronnene Biutkuchen wird erst niedertourig (10 Minuten bei 5000 Umdrehungen pro Minute) 
zentrifugiert, das Serum (Oberstand) abgenommen und das Pellet dann hochtourig (10 Minuten bei 15000 
Umdrehungen pro Minute) nochmals zentrifugiert. Die Oberstande werden vereinigt, mit Ammoniumsulfat zu 
45 % gesattigt und fQr eine Stunde im KGhlraum stehengelassen. Das Prazipitat wird pelletiert (10 Minuten 
bei 12000 Umdrehungen pro Minute), in PBS gelost und die Immunglobuline durch Ammoniumsulfat gefallt. 
Nach erneutem Pelietieren und Losen des Pellets mit PBS werden die Antikorper Ober Nacht gegen PBS 
dialysiert, wobei der Puffer mehrmals gewechselt wird. Das Antiserum wird dann bei -20°C eingefroren. 



Reinrgung der polyklonalen Antiseren (AffinitStschromatographie) 

Da die Antiseren gegen Fusionsproteine aus E. coli gerichtet sind, enthalten sie auch Antikorper gegen 
den MS-2-Teil sowie gegen E. coli-Proteine. Um diese unerwOnschten Antikorper zu eiiminieren, werden 
MS-2-und E. coti-Proteine an Bromcyan-aktivierte ©SEPHAROSE gekoppelt wie nachfoigend beschrieben. 

2 g Bromcyan-aktivierte SEPHAROSE werden mit 200 ml 1 mM eiskalter SalzsSure und anschliej3end 
mit 100 mi Kopplungspuffer (50 mM Borat, pH 8. 500 mM LCI, 0,5 % SDS, ebenfalls eiskalt) Gber Giasfilter 
gewaschen. in 20 ml Proteinlosung (2 mg/ml, gegen Kopplungspuffer dialysiert) aufgenommen und 2 
Stunden bei Raumtemperatur rotiert. Nicht gebundene Proteins werden mit Kopplungspuffer weggewaschen 
und freie BindungskapazitMten durch Zugabe von 1 M Ethanolamin (pH 9) abgesattigt (2 Stunden bei 
Raumtemperatur). Die Protein-SEPHAROSE-Komplexe werden anschlie/tend abwechselnd mit Kopplungs- 
und Acetatpuffer (0,1 M Acetat, pH 4, 500 mM NaCI) gewaschen, in eine Saule gefOllt und mit PBS 
aquilibriert 

Alle Antiseren werden je 4mal Uber eine solche Saule gegeben. Nach jedem Reinigungsschritt werden 
die gebundenen gegen MS-2 und E. coli Proteine gerichteten Antikorper durch Waschen mit 0.1 M Glycin 
(pH 2,5) eluiert, die Proteinsaule mit PBS neu aquilibriert und die Reinigungsprozedur wiederholt. Die 
Seren, die nun frei sind von Antikorpern gegen MS-2 und E. coli-Proteine, werden mit 0,1 % Natriumazid 
versetzt und bei 4°C aufbewahrt. 

Mit Hilfe der Antiseren kann nicht nur in an sich bekannter Weise ein direkter Nachweis der Antigene 
erfolgen, sondern auch eine Anreicherung der Antigene mit Hilfe von AntikSrpersaulen, die mit den 
erfindungsgem2i3 erhaltenen Antiseren hergestellt werden. 

Mit den erhaltenen Fusionsproteinen konnen auch nach an sich bekannten Methoden monoklonale 
Antikorper hergestellt und in Diagnostika eingesetzt werden. 

Die Bestimmung der Antikorper-Titer der erhaltenen spezifischen Antiseren erfolgte im "Western Blot"- 
Test gegen die jeweiligen Fusionsproteine. Hierzu wurden die Antigene in einer Verdunnungsreihe einge- 
stellt, die VerdOnnungen auf ein SDS-Polyacryiamidgel gegeben, die Proteine nach der Elektrophorese auf 
Nitrocellulose transferiert und die Filter mit einer Verdunnung des entsprechenden Antiserums uber Nacht 
inkubiert. Nach Wegwaschen ungebundener Antikorper, Inkubation jedes Filters in 10 cpm 125 J-Protein A fur 
mindestens 2 Stunden wurde die Waschprozedur wiederholt die Filter getrocknet und damit Rontgenfilme 
exponiert. Folgende Titer wurden gefunden: 
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Fasionsprotein mit 

HPV16 E6 
HPV18 E6 
HPV16 L1 , 
M-terninaler Teil 
HPV 1 6 L1 , 
C-terminaler Teil 

?IPV16 E7 
HPV1S E7 
HPV16 EA 
HPV18 E1 



Exposition, h ng/Sand 
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AnsprUche 



1. HPV18DNA-Sequenz I. 

2. Gentechnisch erhaltliche Expressionsprodukte von HPV18. 

3. HPV18 E1-, E6-, E6*- t E7-und L1-Protein. 

4. Verwendung der Proteine nach Anspruch 2 und 3 zur Herstellung von Antikorpern. 

5. Mono-und polyktonaie Antikorper gegen Expressionsprodukte von HPV18. 

6. Verwendung der AntikSrper nach Anspruch 5 zur Herstellung von Diagnostika. 

7. Diagnostika, gekennzeichnet durch einen Gehalt an einem Antik5rper nach Anspruch 5. 

8. Verfahren zur Diagnose von HPV18-lnfektionen, dadurch gekennzeichnet. dafl man Biopste-oder 
Abstrichmaterial mit einem Diagnostikum nach Anspruch 7 in Kontakt bringt. 

9. Verwendung der fur die Proteine nach Anspruch 2 und 3 codierenden DNA zur gentechnischen 
Herstellung dieser Proteine. 

10. Verwendung der fQr die Proteine nach Anspruch 2 und 3 codierenden DNA Oder Teiien davon zur 
Diagnose von HPV18-lnfektionen. 

11. Diagnostikum, enthaitend DNA, die fOr die Proteine nach Anspruch 2 und 3 codiert. oder Teile 
dieser DNA. . . 

12. Verfahren zur Diagnose von HPV18-Infektionen, dadurch gekennzeichnet, da/3 man die zu untersu- 
chende RNA oder DNA mit DNA hybridisiert, die fQr die Proteine nach Anspruch 1 oder 2 oder fur Teile 
dieser Proteine codiert. 

13. Expressionsvektoren pEX8-mer, pEX 10-mer und pEX 12-mer. 

14. Hybridvektoren, die in einem der Vektoren nach Anspruch 13 zu exprimierende DNA im Poly linker- 
ten enthalten. 

15. Verwendung der Produkte nach Anspruch 2 zur Vakzinierung und Therapie. 

16. Verwendung der Produkte nach Anspruch 1 zur Phophyiaxe und Therapie. 
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